




Analysis of a novel factor, Kis1, which 
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3.3 Kis1は動原体と SPBが隣接する位置に局在する 













  局在する 
4.4 kis1変異体では部分的に SACが活性化する 
4.5 CENP-IMis6の局在は CENP-ACnp1および CENP-TCnp20に依存する 
4.6 本研究のまとめ 







CBZ  Carbendazim 
CCAN  Constitutive Centromere-Associated Network 
CDK  Cycline-Dependent Kinase 
CENP-A Centromere Protein A 
CFP  Cyan Fluorescent Protein 
ChIP  Chromatin Immunoprecipitation 
DAPI  4’,6-diamidino-2-phenylindole 
GFP  Green Fluorescent Protein 
MAPs  Mictorubule-Associated Proteins 
SAC  Spindle Assembly Checkpoint 

























に必須の因子であるヒストン H3バリアント CENP-Aについて説明する。 
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-tubulin ring complex, γTuRC)にα/β−チューブリン２量体が呼び込まれ
(Wiese and Zheng, 2006; Flor-Parra et al., 2018; Thawani et al., 2018)、その
後、微小管結合タンパク質 (Microtubule-Associated Proteins, MAPs)によって
伸長が促進される  (Gard and Kirschner, 1987; Brouhard et al., 2008; 
Al-Bassam et al., 2012), (Fig. 2A)。伸長した微小管の一部は動原体と接着する
ことで動原体微小管を形成する。さらに別の微小管は対極から伸長してきた微
小管と逆並行に重なり合うことで極間微小管を形成する。また、中心体から放








Figure 2 紡錘体の構造 











形成に寄与する因子を探索するスクリーニングが行われた (Goshima et al., 
2007)。また、線虫の 98%の遺伝子を対象にそれぞれ RNA干渉を行った結果、
紡錘体形成に寄与するいくつかの新規の因子が同定された (Sönnichsen et al., 
2005)。さらにヒトにおいても約 21,000遺伝子に対してそれぞれ RNA干渉を行





































Figure 3 スクリーニングの概要 
微小管が GFP-α-チューブリンで可視化され、かつ人工染色体を保持する株を
野生型相当株として、これをニトロソグアニジン 












ントロメア領域に形成される (McKinley and Cheeseman, 2016)。電子顕微鏡
を用いた観察により、動原体は内側から、インナーセントロメア、インナーキ
ネトコア、アウターキネトコアの 3 層構造であることが報告されている 
(Jokelainen, 1967)。インナーセントロメアには動原体と紡錘体微小管の誤った
結合を不安定化させる AuroraB や INCENP などの染色体パッセンジャー複合
体 (Chromosomal Passenger Complex, CPC)、セントロメア配列に特異的に結
合する CENP-B、そしてヒストン H3 バリアントである CENP-A が局在する。
インナーキネトコアは CENP-A ヌクレオソームを基点として呼び込まれる 16
種類の動原体タンパク質  (Constitutive Centromere-Associated Network, 
CCAN)によって形成される。アウターキネトコアは紡錘体微小管との接着面で
あり、CCANを足場として呼び込まれる KMN (KNL1、Mis12、Ndc80)によっ









Figure 4 動原体の構造 
A. 動原体は内側から、インナーセントロメア、インナーキネトコア、アウター
キネトコアの３層構造である。それぞれの層を構成する因子を表で示す。 
B. 動原体構造の概略図。  
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1.5 ヒストン H3バリアント CENP-A 
 染色体は、ヒストン８量体に DNAが巻き付いて形成されるヌクレオソームが
高度に凝集したクロマチン繊維である。ヒストン８量体は H2A、H2B、H3 お
よび H4から構成される。H2A、H2B および H3には、わずかにアミノ酸配列
が異なるバリアントがいくつか存在する (Churikov et al., 2004; Henikoff and 
Smith, 2015)。その中で、ヒストン H3バリアントである CENP-Aはセントロ
メア領域にのみ集積し、動原体形成の基点となる。セントロメア領域における
CENP-A 量の過不足は染色体分配の異常につながることから、その量は厳密に
制御される必要がある  (Takahashi et al., 2000; Hayashi et al., 2004; 
Kitagawa et al., 2014; McKinley and Cheeseman, 2014)。そのため、DNAの
複製に応じて CENP-Aはセントロメア領域に供給される必要があるが、生物種
間によって CENP-A が呼び込まれる時期は大きく異なる。ヒトにおいては、
DNA複製前の G1期にのみ、ヒストン H3.3と交換される形で CENP-Aは呼び
込まれ (Dunleavy et al., 2011)、分裂酵母では主に DNA複製後の G2期に呼び
込まれる  (Lando et al., 2012)。また、ショウジョウバエでは分裂期に




ン HJURPによって呼び込まれる (Hayashi et al., 2004; Fujita et al., 2007; 





供給される (Sekulic et al., 2010; Moree et al., 2011; Barnhart et al., 2011), 
(Fig. 5A)。また、ヒトにおいてはMis18複合体は分裂期にサイクリン依存性キ
ナーゼ (Cyclin-Dependent Kinase, CDK)によってリン酸化されることで、動原
体への局在が阻害され、その結果、分裂期には CENP-Aの供給が著しく低下す
る (McKinley and Cheeseman, 2014), (Fig. 5B)。一方で、ショウジョウバエで
は、Mis18 および HJURP のオーソログは存在せず、かわりにヒトや分裂酵母
にはオーソログが存在しない CAL1 によって CENP-ACID が呼び込まれる 















Figure 5 CENP-Aは間期にのみ呼び込まれる 
A. ヒトにおいて、間期では CENP-A ヌクレオソームに直接結合する CENP-C
と Mis18複合体 (Mis18BP1, Mis18α, Mis18β)は結合する。CENP-Aのシャペ
ロンである HJURP が Mis18 複合体と結合することで、セントロメア領域にの
み CENP-Aは呼び込まれる。 






XL1-Blue; endA1, gyrA96, hsdR17 (rk-mk+), lac, recA1, relA1, supE44, thi-l, 
F’ [proAB, laclqZ::M15, Tn10 (tetr)] 
 
2.2. 本研究で用いた分裂酵母株 
株番号 遺伝子型      図 
 
HH145 h90 cen2<<lac0-kan-ura4+ his7+<<(dis1pro)-GFP-lacI sfi1-CFP-nat his2  6A 
leu1 ura4 ade6-M216 
HH146 h- kis1-1 cen2<<lac0-kan-ura4+ his7+<<(dis1pro)-GFP-lacI   6A 
sfi1-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M210 
HH17 h- leu1 ura4 ade6-M216     6B, 13C 
HH722 h- kis1-1 leu1 ura4 ade6-M216     6B 
HH231 h+ sfi1-GFP-kan leu1 ura4     7B 
HH228 h- kis1-1 sfi1-GFP-kan leu1 ura4 ade6-M216    7C 
HH22 h+ Z2-GFP-atb2-kan cnp3-tdTomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4  7D, G 
ade6-M216 
HH20 h+ kis1-1 Z2-GFP-atb2-kan cnp3-tdTomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4 7E-G 
ade6-M216 
HH7 h+ kis1-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4  8A, C 
 ade6-M216      10A 
HH379 h- cdc25-22 kis1-GFP-kan     8D 
HH328 h90 kis1-GFP-kan mis6-2mRFP-hph sfi1-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M210 8E 
HH329 h90 kis1-GFP-kan mis6-2mRFP-hph sfi1-CFP-nat cdc2-as-M17-bsd  8E 
leu1 ura4 ade6-M216 
HH109 h+ kis1-1 cut12-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph his2 leu1 ura4 ade6-M216 9B 
HH112 h90 cut12-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph leu1 ura4 ade6-M210  9B 
HH96 h90 kis1-1 pcp1-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph leu1 ura4 ade6-M216  9B 
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株番号 遺伝子型       図 
 
HH102 h+ pcp1-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph his2 leu1 ura4 ade6-M216  9B 
HH95 h+ kis1-1 sfi1-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph spo15-CFP-nat his2 leu1 ura4  9B 
ade6-M210 
HH101 h+ sfi1-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph spo15-CFP-nat his2 leu1 ura4  9B 
ade6-M210 
HH55 h90 ndc80-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4   9C-F, 
ade6-M216      12B 
HH74 h+ kis1-1 ndc80-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4 9C-F, 
 ade6-M210      12B 
HH57 h+ spc7-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura  9C-F 
 ade6-M216 
HH77 h+ kis1-1 spc7-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4 9C-F 
 ade6-M216 
HH53 h90 mis12-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4   9C-F 
ade6-M216 
HH73 h+ kis1-1 mis12-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4 9C-F 
 ade6-M216 
HH56 h+ mis6-2GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4  9C-F 
 ade6-M216 
HH78 h+ kis1-1 mis6-2GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4 9C-F 
 ade6-M216 
HH375 h- kis1-1 cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M210  9C-F 
+pREP1-GFP-cnp1 
HH376 h- cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M216  9C-F 
+pREP1-GFP-cnp1 
HH58 h- mis6-2GFP-kan leu1 ura4     9G 
HH60 h- kis1-1 leu1 ura4 ade6-M216     9G 
HH80 h+ kis1-1 mis6-2GFP-kan his2 leu1 ura4 ade6-M216   9G 
HH357 h- kis1-1 leu1 ura4 ade6-M216 + pREP1    9H 
HH117 h- leu1 ura4 ade6-M216 +pREP1-GFP-cnp1    9H 
HH138 h- kis1-1 leu1 ura4 ade6-M216 +pREP1-GFP-cnp1   9H 
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株番号 遺伝子型       図 
 
HH147 h+ mis6-302 kis1-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4  10A 
ade6-M216 
HH193 h- cnp1-1 kis1-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat ade6-M216 10A 
HH113 h- leu1 ura4 ade6-M216 +pREP1-GFP    10B 
HH136 h- kis1-1 leu1 ura4 ade6-M216 +pREP1-GFP   10B 
HH316 h- leu1 ura4 ade6-M216 +pREP1-mis6-GFP    10B 
HH368 h- kis1-1 leu1 ura4 ade6-M216 +pREP1-mis6-GFP   10B 
HH5 h- Z2-GFP-atb2-kan nup40-mCherry-hph sfi1-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M216 10F 
HH6 h+ kis1-1 Z2-GFP-atb2-kan nup40-mCherry-hph sfi1-CFP-nat his2 leu1 ura4 10F 
ade6-M210 
HH40 h90 mis6-302 Z2-GFP-atb2-kan nup40-mCherry-hph sfi1-CFP-nat leu1 10D-F 
ura4 ade6-M210 
HH30 h+ kis1-1 his2 leu1 ura4 ade6-M210    11A 
HH51 h- mis16-GFP-kan leu1 ura4 ade6-M216    11A 
HH32 h- mis18-GFP-kan leu1 ura4 ade6-M216    11A 
HH67 h+ kis1-1 his2 leu1 ura4 ade6-M216    11A 
HH404 h- cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M216   11B 
+pREP1-mis18-GFP 
HH425 h- kis1-1 cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M210   11B 
+pREP1-mis18-GFP 
HH391 h+ kis1-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4   11C 
ade6-M216 
HH407 h+ mis18-262 kis1-GFP-kan cnp3-tdTomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4  11C 
ade6-M216 
HH416 h- mis16-53 kis1-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4 11C 
HH54 h- dis1-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M216 12A 
HH83 h+ kis1-1 dis1-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat his2 leu1 ura4 12A 
 ade6-M216 
HH211 h90 kis1-1 mad2-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4  12C 
ade6-M216  
HH222 h90 mad2-GFP-kan cnp3-tdtomato-hph sid4-CFP-nat leu1 ura4 ade6-M216 12C 
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株番号 遺伝子型       図 
 
HH104 h- leu1 ura4      12D 
HH239 h90 mad2::LEU2 leu1 ura4 ade6-M216    12D 
HH72 h90 mis6-302 leu1 ura4 ade6-M216    12D 
HH246 h90 mis6-302 mad2::LEU2 leu1 ura4 ade6-M216   12D 
HH314 h- kis1-1 mad2::LEU2 sfi1-GFP-kan leu1 ura4 ade6-M216  12E 
HH583 h+ cnt1::kan-lacO-6k his7+-Pdis1-GFP-lacI-NLS sfi1-CFP-hph leu1  13B 
(ura4-DS/E) mei4::ura4-DSE ade6-M210 FY534::RS FY527::RS 
z::nat-Padh31-tetR-tdTomato dh1L-tetO*2-ura4 
HH585 h90 kis1-1 cnt1::kan-lacO-6k his7+-Pdis1-GFP-lacI-NLS sfi1-CFP-hph  13B 
leu1 (ura4-DS/E) mei4::ura4-DSE ade6-M210 FY534::RS FY527::RS 
z::nat-Padh31-tetR-tdTomato dh1L-tetO*2-ura4 




 大腸菌を通常培養する培地として LB培地を用いた。必要に応じて LB培地に
アンピシリン (終濃度 40 µg/ml)あるいはカナマイシン (終濃度 10 µg/ml)を加
えて使用した。培地の組成 (1 Lあたり)を以下に示す。寒天培地を作製する際
は、agarを 15 g添加した。 
LB培地 
bacto tryptone  10 g 
bacto yeast extract 5 g 





 分裂酵母を通常培養するための完全培地として YE5Sを用いた。培地の組成  
(1 Lあたり)を以下に示す。寒天培地を作製する際は agarを 20 g添加した。 
YE5S培地 
bacto yeast extract 5 g 
D-glucose  30 g 
5 supplements*1  0.35 g  
 
 カナマイシン耐性、ハイグロマイシン耐性、ナタマイシン耐性、ブラストサ
イジン耐性株の選択には、G418 (終濃度 0.1 mg/ml)、hygromycine B (終濃度
0.1 mg/ml)、clone NAT (終濃度 0.05 mg/ml、blasticidin S (終濃度 0.03 mg/ml)
を YE5S培地に添加した。また、温度感受性コロニーの判別には、死細胞を染
色する phloxine B (終濃度 2 µg/ml)を YE5S培地に添加した。ウラシル要求性
株の選択には 5-fluoroorotic acid (終濃度 1 mg/ml)を YE5S培地に添加した。 
 アデニン要求性変異体である ade6-M210および ade6-M216を区別するため
に YE-LA培地を用いた。培地の組成 (1 Lあたり)を以下に示す。 
YE-LA培地 
bacto yeast extract 5 g 
D-glucose  30 g 
adenine sulfate溶液 (終濃度 7.5 µg/ml) 
agar   20 g 
 
 栄養要求性株および形質転換体の選択をするために SD培地を用いた。組成 
(1 Lあたり)を以下に示す。寒天培地を作製する際は agarを 20 g添加した。 
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SD培地 
yeast nitrogen base w/o amino acids 6.7 g 
D-glucose    20 g 
以下のアミノ酸を適宜 SD培地に添加した。 
adenine sulfate  (終濃度 75 µg/ml) 
histidine  (終濃度 50 µg/ml) 
leucine   (終濃度 100 µg/ml) 
lysine   (終濃度 50 µg/ml) 




する際は agarを 20 g添加した。過剰発現を抑制するために適宜 thiamine (終
濃度 2 µg/ml)を加えた。 
EMM培地 
KH phthalate  3 g 
Na2HPO4  2.2 g 
50×MM*2  20 ml 
four vitamins*3  1 ml 
trace elements*4  100 µl 
citric acid (1g/100ml) 100 µl 
5 supplements*1  0.35 g 
D-glucose  20 g 





胞子形成させるための培地である。培地の組成 (1 Lあたり)を以下に示す。 
SPA培地 
KH2PO4   1 g 
D-glucose  10 g 
four vitamins*3  1 ml 
adenine  sulfate溶液 (終濃度 75 µg/ml) 
agar   30 g 
 
*1 5 supplementsの内訳を以下に示す。 
adenine  0.1 g, 
histidine 0.1 g 
leucine  0.05 g 
lysine  0.05 g 
uracil  0.05 g 
 
*2 50×MMの組成 (1 Lあたり)を以下に示す。 
MgCl2-6H2O  53.3 g 
CaCl2-2H2O  0.735 g 
KCl   50 g 
Na2SO4   2 g 
 
*3 four vitaminsの組成 (100 mlあたり)を以下に示す。 
calcium pantotenate 0.1 g 
nicotinic acid  0.1 g 
myo-inositol  1 g 
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biotin   1 mg 
 
*4 trace elementsの組成 (100 mlあたり)を以下に示す。 
H3BO4   0.5 g 
MnSO4   0.4 g 
ZnSO4-7H2O  0.4 g 
FeCl3-6H2O  0.2 g 
MoO4-2H2O  0.16 g 
Kl   0.1 g 




遺伝子クローニング操作は標準的なプロトコルに従って行った (Sambrook et 
al., 1989)。 
 
2.5 分裂酵母ゲノム DNAの単離 
 0.2 ml breaking buffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM 
EDTA [pH 8.0], 2% triton X-100, 1% SDS)に、YE5S培地上で培養した細胞を
加え、さらに 0.3 g酸洗浄ビーズ (Sigma)および 0.2 ml 
phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) (Invitrogen)を加えた。細胞破砕機 
(FastPrep, MP Biomedicals)で細胞を破砕 (強度 5, 10秒)し、そこに 0.2 ml TE 
(10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA [pH 8.0])を加えて 10,000 rpmで 5分
間遠心した。分離した上層を 200 µl回収し、そこに 1 ml 100% ethanol (Wako)
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を加えて転倒混和した後、室温で 5分間静置した。その後、10,000 rpmで 3分
間遠心して上精を廃棄した。次に、0.5 ml 70% ethanolを加え、10,000 rpmで








を作製する場合、1st PCRでは目的遺伝子の ORF (Open Reading Frame)直前
の 500 base-pair (bp)を P1および P2プライマーで増幅した。また、蛍光タン
パク質を目的タンパク質の C端に付加する場合は、目的遺伝子の終始コドンの
直前 500 bpを P1および P2プライマーで増幅した。さらに、ORFの直後 500 bp
を P3および P4プライマーで増幅した。このとき P2および P3プライマーには
特定の 20 bp (JB20)を付加した。次に、1stPCR 産物をプライマーとし、プラ
スミドを鋳型として 2ndPCRを行った。この際、鋳型に用いたプラスミドには




た。0.5~1×107 cells/mlに達した培養液を 50 mlチューブに移し 2,000 rpmで
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3分間遠心した。上精を廃棄し、1 ml滅菌水で懸濁した後、1.5 mlチューブに
移して 2,000 rpmで 3分間遠心し、上精を廃棄した。沈殿した細胞に 0.2 ml 
LiOAc/TE (0.1 M lithium acetate [pH 7.5], 10 mM Tris-HCl [pH 7.5], 1 mM 
EDTA [pH 7.5]を加えて懸濁した。新しい 1.5 mlチューブに 10 µl PCR産物、5 
µl carrier DNA (TaKaRa)、100 µl cell/LiOAc/TEおよび 240 µl 40% PEG#4000 
(ナカライ)を加えて、25°Cあるいは 30°Cで約 2時間保温した。その後、43 µl 
DMSO (dimethyl sulfoxide, Wako)を加え、42°Cで 10分間の熱ショックを与え
た。5,000 rpmで 10秒間遠心して上精を取り除き、そこに 50 µl 滅菌水を加え
て細胞を懸濁した。全量を YE5Sプレートにまき、25°Cあるいは 30°Cで 1~2
日インキュベートした後、適切な抗生物質入りプレートにレプリカした。4~6
日後、形成したコロニーが目的の形質転換体かどうかをコロニーPCRによって
確認した。コロニーPCRは以下の方法で行った。反応液 (5 µl Sapphire Amp 
PCR Master Mix (TaKaRa), 0.1 µl 100 µM primer 1, 0.1 µl 100 µM primer 2, 
4.8 µl H2O)を作製後、形成されたシングルコロニーをかき取り、反応液に懸濁
して PCRを行った。primer 1はプラスミド内にある Ttef NtoCあるいは Ura4 
CtoNの配列をもとに設計した。primer 2は 2段階 PCRで用いた P4プライマ
ーより C末端側に設計した。 
 プラスミドによる形質転換は以下の方法で行った。YE5Sプレートで培養した
宿主株を YE5S液体培地で一晩培養し、細胞濃度が 0.5~1.0×107 cells/mlに達
した時点で細胞培養液を 50 mlチューブに移し、2,000 rpmで 3分間遠心した。
上精を廃棄し、1 ml LiOAc/TEを加えて懸濁し、懸濁液を 1.5 mlチューブに移
して 2,000 rpmで 3分間遠心した。上精を廃棄し、200 µl LiOAc/TEを加えて
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懸濁した。新しい 1.5 mlチューブに 2 µl プラスミド DNA、5 µl carrier DNA、
100 µl cell/LiOAc/TEを加えて 25°Cで 1時間インキュベートした。その後、240 










養後、SPAプレート上の細胞を 100 µl 10%グルスラーゼ溶液 (PerkinElmer)
に加えて約 30分間反応させた。この反応により胞子嚢が溶解し、胞子が遊離す
る。その後、この溶液に 43 µl 100% ethanolを加え、5分間静置させた後、2,000 





を 2×105 cells/µlになるように調製した。この懸濁液を 2×10-1 cells/µlまで 10
倍毎に希釈した。YE5S培地あるいは EMM培地に 2×105 cells/µlの濃度から順
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に 5 µlずつスポットした。 
 
2.9 細胞固定と DAPI染色 
 細胞培養液にホルムアルデヒド (終濃度 3.2%)を加えて 20分間静置した後、
2,000 rpmで 1分間遠心して上精を取り除き、PBS (145 mM NaCl, 1.5 mM 
NaH2PO4-2H2O, 8.2 mM Na2HPO4)で 1回洗浄した。1 µlの細胞懸濁液をスラ




 サイクリン依存性キナーゼ (Cycline-Dependent Kinase, CDK)活性を阻害す
るため、cdc2-asM17変異体 (Aoi et al., 2014)に対してDMSOあるいは ATP ア




 Figure 8Dでは、cdc25-22変異体を 25°Cで一晩培養した後、36°Cで 4時間
培養し、細胞を G2期で停止させた。その後、再び 25°Cで培養した細胞を 20
分毎に回収した。Figure 9G, Hでは細胞を 25°Cで一晩培養した後、36°Cで 6
時間培養した細胞を回収した。 
2.11.2 タンパク質抽出 
 Figures 8D, 9G, 9Hで使用した株は lysis bufferによりタンパク質を抽出した。
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それぞれの条件で培養した細胞を 2,000 rpmで 3分間遠心し、上精を廃棄して
1 ml STOP buffer (150 mM NaCl, 10 mM EDTA [pH 8.0], 50 mM NaF, 1 mM 
NaN3)を加えて 1.5 mlチューブに移した。2,000 rpmで 3分間遠心し、上精を
取り除き、50 µl lysis+C buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 1 mM EDTA [pH 
8.0], 10% glycerol, 150 mM NaCl, 0.05% NP-40, 1 mM dithiothreitol, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, complete protease inhibitor cocktail (Roche))
を加えた。次に酸洗浄ビーズを加え、細胞破砕機により細胞を破砕した (強度
5.5, 25秒, 3回)。そこに 50~150 µl lysis+C bufferを加えて、チューブの底に注
射針で穴を開け、新しい 1.5 mlチューブに重ねて 4,000 rpmで 1分間遠心し、
細胞破砕液を回収した。回収した破砕液をさらに 8,000 rpmで 3分間遠心して
上精を回収した。回収した細胞破砕液のうち、20 µlに対して等量の 2×SDS 
buffer (100 mM Tris-HCl, 4% SDS, 0.02% bromophenol blue, 20% glycerol, 
200 mM dithiothreitol)を加えて 100°Cで 3分間加熱した。 
 
2.12 SDS-PAGEとウェスタンブロット 
 4-12% gradient polyacrylamide gel (Bio-Rad)を用いて SDS-PAGEを行った
後、iBlot Dry Blotting system (Invitrogen, Program P3)を用いてニトロセルロ
ース膜にタンパク質を転写した。ニトロセルロース膜は 0.1%スキムミルク 
(0.1% tween-20を含む)でブロッキングした後、1次抗体反応を行った。1次抗
体には抗 GFP抗体 (Roche, 1:1000)あるいは抗α-tubulin抗体 (Sigma, 
1:2000)を用いた。1次抗体反応後、PBST buffer (145 mM NaCl, 1.5 mM 
NaH2PO4-2H2O, 8.2 mM Na2HPO4, 0.1% tween-20)でニトロセルロース膜を 3
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回洗浄した後、2次抗体反応を行った。2次抗体にはヒツジ抗マウス IgG抗体 
(1:2500, GE Healthcare)を用いた。2次抗体反応後、PBST bufferでニトロセ
ルロース膜を 3回洗浄した後、ECL Prime Western Blotting System 
(Amersham Bioscience)を用いてルミノールを発光させて、Las-1000 plus (Fuji 
film)によってバンドを検出した。 
 
2.13 クロマチン免疫沈降 (ChIP) 
 Figure 13Cでは、細胞を 25°Cで一晩培養後、36°Cで 6時間培養した後、回
収した。培養液に 1/10量のホルムアルデヒド buffer (11% formaldehyde, 0.1 M 
NaCl, 1m M EDTA, 0.5 mM EGTA, 50 mM Tris-HCl[pH 7.5])を加えて 10分間
36°Cで保温した後、氷上で 50分間静置した。次に、3,000 rpmで 5分間遠心
して上精を廃棄し、Buffer I (50 mM HEPES[pH 7.5], 140 mM NaCl, 1 mM 
EDTA[pH 7.5], 1% triton-X100, 0.1% sodium deoxycholate)で細胞を 4回洗浄
した。洗浄した細胞と同量の Buffer I* (Buffer Iに complete protease inhibitor 
cocktail, 1 mM phenylmethanesulfonyl fluorideを含む)を加えた細胞懸濁液を
ねじ式チューブに移し、そこに酸洗浄ビーズをチューブの 8割ほどまで加えた。
細胞破砕機により細胞を破砕 (強度 6, 20秒, 4回)し、100 µl Buffer I*を加えた。
ねじ式チューブの底に注射器で穴を開け、新しい 1.5 mlチューブに重ねて 7,000 
rpmで 1分間遠心した。回収した細胞破砕液をまとめて、液量を約 500 µlにし
て超音波発生機により DNAを断片化した (TAITEC, 10% power, 10秒 (0.2秒
on, 0.4秒 off), 10回)。次に、5,000 rpmで 3分間遠心して上精を回収し、さら
に 14,000 rpmで 15分間遠心して上精を回収した。回収した溶液に含まれるタ
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ンパク質濃度を測定 (Bradford法)し、全てのサンプルのタンパク質濃度を 5 
mg/mlに調製した。調製した溶液の 20 µlを全細胞抽出液 (whole-cell extract, 
WCE)とし、200 µlを免疫沈降に用いる溶液とした。この溶液に対して、抗 cnp1
抗体 (齋藤成昭博士により提供, 1:200)、抗 H3K9ac抗体 (Millipore, 1:200)、抗
H3抗体 (abcam 1:133)、抗 H3K9me2抗体 (abcam, 1:200)をそれぞれの溶液
に加えて 4°Cで 1時間インキュベートした。その後、protein A-Sepharose beads 
(GE)  を加えて 4°Cで 2時間インキュベートした。インキュベート後、5,000 
rpmで 20秒間遠心して上精を取り除き、Buffer Iで beadsを 3回洗浄した。さ
らに Buffer I’ (50 mM HEPES[pH 7.5], 500 mM NaCl, 1 mM EDTA[pH 7.5], 
1% triton-X100, 0.1% sodium deoxycholate)で 3回洗浄し、Buffer II (10 mM 
Tris-HCl[pH 8.0], 250 mM LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate)で 2
回洗浄し、最後に TE で 2回洗浄した。洗浄した beadsに 100 µlの TER buffer 
(TE, 10 µg/ml RNase A)を加え、20 µl WCEに 180 µlの TERを加えて 37°Cで
15分間インキュベートすることで RNAを消化した。次に、これらの溶液に対




DNAに対してTHUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)とStepOne Real 
Time PCR system (Applied Bio systems)を用いて定量 PCRを行った。コアセ




 Delta-Vision SoftWoRxを用いて顕微鏡観察を行った (Sato et al., 2009)。35 
mm glass-bottomed dish (IWAKI)にレクチン溶液 (0.2 mg/ml)を 50 µl載せて 3
分間静置した後、レクチン溶液を除去して細胞培養液を載せて15分間静置した。
その後、EMM培地を 2 mL加えて観察を行った。観察時の温度は許容温度であ
る 25°Cあるいは制限温度である 36°Cで行った。酵母細胞の厚みを考慮して z





 染色体の特定の領域に lacOリピート配列を挿入し、さらに lacOリピート配
列に結合する LacIタンパク質に GFPを融合させた GFP-LacIを発現させるこ






























































Figure 6 Kis1は正確な染色体分配に必須の因子である 
A. kis1変異体で染色体は不均等に分配された。cen2-GFPにより可視化した第 2
染色体を緑、DNAを赤で示し、明視野顕微鏡による観察画像を示す。36°Cで 6
時間培養後、観察を行った。スケールバー; 5 µm。 
B. 10倍毎に希釈した細胞懸濁液を 25°Cおよび 36°Cの YE5S培地にスポット
し、温度感受性を調べた結果、36°Cで kis1変異体の生育は顕著に悪化した。 
C. S.pombe 内の Kis1 とオーソログであると予想される各酵母種のアミノ酸配
列 。 同 一 ア ミ ノ 酸 を 黒 、 類 似 ア ミ ノ 酸 を 灰 色 で 示 す 。 Spom; 
Schizosaccharomyces pombe、Scry; Sch. cryophilus、Soct; Sch. octosporus、


















Spom Kis1 -MDLMPLEKARAIEIAFDNVFHNTKIPDNLQQ-FDAILKRLER-------RRFIPTENQK 51 
Scry SPOG_04358 MFNLIPVDQAKAIEFAFDTTFQKTPLFSNLDL-FNSTLDSFFK-------EPLESVNLPD 52 
Soct SOCG_03381 MSHLIPIDEAKAIDFAFDTTFRKTLLIPNLDL-FNSALDSLFK-------KPLESVNLPD 52  
Sjap SJAG_03510 ----MSFPSALIVDAAFNEVLASFGLYDNVEERFEKAWSALRQPLAVPKVTREKSRPVPE 56  
Scer Yor231C-A ----------MCLSLLKRIFLIHFSIY---------TWKQSHR--------------LLL 27 
 
           
Spom Kis1 PRVYETELLVLRFREFGVKDNHNHPINLHSLRSKSLIRAQGKKLDLH-NRVFLRRNVRAV 110 
Scry SPOG_04358 LDVSETKVLVVRNRPFGIRDCHSHSLNLDRLRANSWTQIKHNTRTLQ-GQVFLTRNLRRV 111 
Soct SOCG_03381 LDVSETKVIIVRNRPFGIRDRHSHSINLDRVRANSWTQIKSATPPLQ-GRVFLRRNLRRV 111  
Sjap SJAG_03510 VPAFETVFYYANREPIPTRPVSKPPLSLHSIALKSIALNSRARPPLRPGRVFLRRNWIAV 116  
Scer Yor231C-A LECLMSRSYLLN---LHISN-HFHPIDQHLVHCLSLCTIQKMI----------------- 66 
 
 
Spom Kis1 KM----- 112  
Scry SPOG_04358 QNNL--- 115 
Soct SOCG_03381 RDSL--- 115  
Sjap SJAG_03510 KTWMTDN 123  
Scer Yor231C-A ------- 
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す。黒矢印は単離した kis1変異体における変異箇所を示す (R65C)。 







 分裂酵母における紡錘体形成は Phase I、Phase II、Phase IIIの 3つの段階
に区別される (Nabeshima et al., 1998), (Fig. 7A)。Phase Iは分裂前期に相当
し、複製された SPB (Spindle Pole Body, 高等生物の中心体に相当する器官)が





ろ、野生型では約 95%の細胞が Phase Iから Phase IIを経由して Phase IIIへ
と移行するのに対して (Fig. 7B)、kis1変異体では約 30%の細胞が Phase IIか
ら Phase IIIへと移行しなかった (Fig. 7C)。また、微小管を構成する Atb2 (α-
チューブリン)を GFPで標識した(GFP-Atb2)ところ、野生型において紡錘体は
SPB間で一定の太さが保持されていたが (Fig. 7D)、kis1変異体では紡錘体中
央部の GFP-Atb2シグナルが両端に比べて微弱な様子が観察された (Fig. 7E)。














Figure 7 kis1変異体では紡錘体の形成および伸長に異常が生じる 
A. Phase I、Phase II、Phase IIIにおける紡錘体の状態を示した模式図。Phase I
は分裂前期、Phase IIは中期から後期 A、Phase IIIは後期 Bに相当する。 
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限温度 36°Cで６時間培養後に観察を行った。n; 測定した細胞数。 
D-F. 野生型および kis1 変異体での紡錘体形成の様子を観察した。野生型では
GFP-Atb2シグナルが端から端まで一定であるのに対して、kis1変異体では紡錘
体中央のシグナルが低下した。SPBを Sid4-CFP (青)、微小管を GFP-Atb2 (緑)、
動原体を Cnp3-tdTomato (赤)で示す。kis1-1:type1は Phase IIIまで移行した細
胞、kis1-1:type2は Phase IIで停止した細胞を示す。スケールバー; 5 µm。 
G. 紡錘体中央部と両端の GFP-Atb2シグナル比を定量し、野生型と kis1変異体
で比較した。左図：定量方法の例。Phase II における紡錘体を４区分し、両端
２区分を Pole、中央２区分を Middle とした。Middle/Pole のシグナル比を示し
たグラフ。シグナル強度は画像解析ソフト ImageJ を用いて計測した。n.s; not 
significant (P>0.05)、*; P<0.05、studentの t検定 (両側検定)。n; 測定した細胞
数。エラーバーは標準誤差 (S.E.M.)を示す。 
図は Hirai et al., 2014 (Fig. 3)より転載し、改変した。  
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3.3 Kis1は動原体と SPBが隣接する位置に局在する 
 Kis1は紡錘体の形成に寄与することから、微小管結合タンパク質であること




ターを形成している (Funabiki et al., 1993), (Fig. 8B)。このとき、SPBおよび
動原体因子を可視化すると 1点のドット状に局在することから、Kis1はこれら
の因子と共局在することが予想された。実際に、Kis1-GFPは SPBマーカーで
ある Sid4-CFP および、動原体マーカーである Cnp3-tdTomato と共局在した 





いく時点で Kis1-GFP は再び局在した (Fig. 8C)。以上のことから、Kis1 は間
期において動原体と SPBが隣接する位置に局在するが、分裂期の開始とともに
Kis1 の局在は消失し、後期 B に移行した直後に再び動原体と SPB に局在する
ことが判明した。 
 分裂期における Kis1局在の消失は Kis1が分解されたことによる可能性があ








裂期の代表的なキナーゼであるサイクリン依存性キナーゼ  (Cycline- 
Dependent Kinase, CDK)により制御される可能性が高い。そこで ATPのアナ
ログ分子を加えることで CDK 活性を強制的に阻害できる cdc2-as 変異体 
(Dischinger et al., 2008; Aoi et al., 2014)を用いた実験を行い、Kis1の局在が
CDK活性に依存するか調べた。ATPアナログ分子を加えない分裂前~中期の細
胞では Kis1-GFPの局在は消失するのに対して、ATPアナログ分子を加えた同
時期の細胞では Kis1-GFPが SPBに局在した (Fig. 8E)。このように、Kis1の
局在消失は CDK活性に依存するため、野生型細胞では CDKが活性化する分裂
期の開始とともに Kis1 の局在は消失するが、CDK 活性が低下する分裂後期か





Figure 8 Kis1は間期に動原体と SPBが隣接する位置に局在する 
A. 間期において Kis1 は動原体および SPB と共局在するが、分裂期では Kis1
の局在は消失する。Kis1-GFP を緑、動原体である Cnp3-tdTomato を赤、SPB
である Sid4-CFPを青で示す。Iは間期、Mは分裂期の細胞を示す。スケールバ
ー; 5 µm。 
B. 間期ではセントロメア領域が SPB につなぎ止められているが、分裂期では
それが解消される。 
C. 1 細胞内の分裂前期~後期 B における各シグナルを時間経過とともに示した




ケールバー; 5 µm。 
D. cdc25-22温度感受性変異体を用いて、制限温度 36°Cで４時間細胞を培養し
て G2期で同調した後、許容温度 25°Cにすることで分裂期へと同調的に進行さ
せた。その後 20 分毎に回収した細胞と、非同調細胞 (AS)からタンパク質を抽
出し、Kis1-GFP 量をウェスタンブロットにより検出した。その際、α-Tubulin
の発現量をコントロールとした。Kis1-GFP が局在する細胞の割合 (緑)、DAPI
染色による 2 核の細胞の割合 (青, Binucleate)、隔壁が形成された細胞の割合 
(白, Septated)を示した。また、Kis1-GFPの発現量とα-Tubulinの発現量の比 (赤, 
GFP/α-Tubulin)を示した。GFP/α-Tubulin 比は ImageJ によりバンド強度を測
定し、算出した。 
E. cdc2-as変異体に対して、分裂前~中期に ATPアナログ分子である 1NM-PP1
を加えると、Kis1-GFPは SPBに局在した。DMSO (–)または 1NM-PP1 (+)を、
cdc2-as変異体あるいは野生型の培養液に加えて 5分以内に観察を行った。スケ
ールバー; 5 µm。 
図は Hirai et al., 2014 (Fig. 5)より転載し、改変した。 
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3.4 kis1変異体では CENP-IMis6および CENP-ACnp1が脱局在する 
 動原体あるいは SPBを構成する一部の因子の変異体では紡錘体形成に異常が
みられることが報告されている (Fong et al., 2009; Hsu and Toda, 2011)。Kis1
は動原体と SPBが隣接する位置に局在することから、Kis1は間期に動原体ある
いは SPBの形成を促進することが予想された。そこでまず、SPBを構成する代
表的な因子である Cut12 (Bridge et al., 1998)、Pcp1 (Flory et al., 2002)、Sfi1 
(Kilmartin, 2003)の局在を kis1変異体において制限温度下で観察した結果、野
生型と同様の局在を示した (Fig. 9B)。 
 次に、Kis1 が動原体の形成を促進すると予想し、動原体を構成する主要な因
子である CENP-ACnp1 (Takahashi et al., 2000)、CENP-IMis6 (Saitoh et al., 
1997)、CENP-CCnp3 (Tanaka et al., 2009)、Mis12 (Goshima et al., 1999)、
KNL1Spc7 (Kerres et al., 2004)、Ndc80 (Wigge and Kilmartin, 2001), (Fig. 9A)
の kis1 変異体における局在を制限温度下で観察した。その結果、CENP-ACnp1
および CENP-IMis6の局在がほとんどの細胞で動原体から消失した (Fig. 9C, D)。
また、許容温度下で同様の実験を行った結果、CENP-ACnp1は野生型と同様の局
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Fi g ur e 9  ki s 1 変 異 体 で は C E N P -IMi s 6 お よ び C E N P -A C n p 1 が 脱 局 在 す る  
A. 本 実 験 で 観 察 を 行 っ た S P B お よ び 動 原 体 タ ン パ ク 質 の お お ま か な 位 置 関 係
を 示 す 。  
B -D. 制 限 温 度 3 6 ° C で 6 時 間 培 養 後 の 野 生 型 お よ び ki s 1 変 異 体 に お け る 各 タ ン
パ ク 質 の 局 在 。 B. S P B 構 成 因 子 で あ る C ut 1 2 、 P c p 1 お よ び Sfi 1 の 局 在 は 正 常
で あ っ た 。 C. 動 原 体 構 成 因 子 で あ る C E N P -A C n p 1 、 C E N P -IMi s 6 、 C E N P -C C n p 3 、
Mi s 1 2 、 K N L 1 S p c 7 お よ び N d c 8 0 の 局 在 。 ki s 1 変 異 体 で は C E N P -A C n p 1 お よ び
C E N P -IMi s 6 が 脱 局 在 し た 。 ス ケ ー ル バ ー ; 5 µ m 。 D. 各 動 原 体 タ ン パ ク 質 が 脱 局
在 し た 細 胞 の 割 合 。 n > 5 0 。  
E, F. 許 容 温 度 2 5 ° C で の 野 生 型 お よ び ki s 1 変 異 体 に お け る 各 タ ン パ ク 質 の 局 在 。
E. 動 原 体 構 成 因 子 C E N P -A C n p 1 、 C E N P -IMi s 6 、 C E N P -C C n p 3 、 Mi s 1 2 、 K N L 1 S p c 7
お よ び N d c 8 0 の 局 在 。 ス ケ ー ル バ ー ; 5 µ m 。 F. 各 動 原 体 タ ン パ ク 質 が 脱 局 在 し
た 細 胞 の 割 合 。 n > 5 0 。  
G, H. 野 生 型 お よ び ki s 1 変 異 体 に お け る Mi s 6 -2 G F P お よ び G F P -C n p 1 タ ン パ
ク 質 の 量 。 目 的 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 株  ( +)と 発 現 し な い 株  (– )を 2 5 ° C お よ び
3 6 ° C で 6 時 間 培 養 後 に 回 収 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り タ ン パ ク 質 量 を 検 出
し た 。 G F P/ α -T u b uli n 比 は I m a g e J に よ り バ ン ド 強 度 を 測 定 し 、 算 出 し た 。  
図 は Hir ai et al., 2 0 1 4 ( Fi g s . 6, S 7 a n d S 8) よ り 転 載 し 、 改 変 し た 。  
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かった。そこで以下では、Kis1 と CENP-IMis6および CENP-ACnp1の遺伝学的
相互作用を調べた。mis6 変異体 (Takahashi et al., 1994)および cnp1 変異体 





10B)。以上の結果は、Kis1 によって CENP-IMis6および CENP-ACnp1の局在が
制御されることを示唆する (Fig. 10C)。 
kis1変異体では CENP-IMis6およびCENP-ACnp1の局在異常と紡錘体形成異常
の 2 つの症状を示す。そこで、これら 2 つの異常が独立して生じるのか、互い
に関連して生じるのか追究するため、mis6変異体における紡錘体形成の様子を
観察した。その結果、約 20%の細胞で紡錘体伸長が早い段階で停止してひとつ
の塊のように見える表現型 (blob spindle), (Fig. 10D, F)や、約 40%の細胞で紡
錘体中央部が脆弱になる表現型 (dim midzone)、さらに紡錘体伸長の際に紡錘
体が折れる表現型が観察された (collapse), (Fig. 10E, F)。このようにmis6変
異体では kis1変異体と同様の表現型を示した (Fig. 10F)。同様に、cnp1変異体







Figure 10 Kis1は CENP-IMis6および CENP-ACnp1をセントロメアに局在させる
ことで紡錘体を安定化する 
A. mis6変異体および cnp1変異体における Kis1-GFPの局在は野生型と同様で
あった。画像内右下の%は Kis1-GFP が局在する細胞の割合を示す。制限温度
36°Cで 6時間培養した。スケールバー; 5 µm。 




C. Kis1、CENP-IMis6および CENP-ACnp1の関係を示す模式図。 
D, E. mis6変異体においても kis1変異体と同様に紡錘体形成の異常が観察され
た。SPBを Sid4-CFP (青)、微小管を GFP-Atb2 (緑)、核膜を Nup40-mCherry (赤)
で示した。制限温度 36°Cで 6時間培養した後、観察を行った。 
F. 紡錘体形成異常の割合を野生型、kis1 変異体および mis6 変異体について示
した。n; 観察した分裂期細胞の数。 








せることが知られている (Hayashi et al., 2004)。これらの事実から、Kis1は
Mis16-Mis18 複合体と遺伝学的相互作用および物理的相互作用があるのではな
いかと考えられた。 
 それらの可能性を追究するため、Mis16 あるいは Mis18 に GFP が融合した
kis1 変異体株の作製を試みたが、kis1-1 遺伝子と mis16-GFP 遺伝子の両方を
保持する細胞、および kis1-1 遺伝子と mis18-GFP 遺伝子の両方を保持する細




られなかった (Fig. 11B)。 
 次に、mis16変異体およびmis18変異体における Kis1-GFPの局在を観察し
た。制限温度 36°Cにおいて、野生型ではほぼ全ての細胞で Kis1-GFPが局在す
るのに対して、変異体では全ての細胞で Kis1-GFP の局在が見られなかった 
(Fig. 11C)。これらの結果から、Kis1とMis16-Mis18複合体は相互依存関係に
あるといえる。さらに、共同実験者が行った共免疫沈降実験によって Kis1 と
Mis16-Mis18複合体が結合することも示された (Hirai et al., 2014)。また、同
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時期に他の 2 つのグループによって、Mis18 複合体と結合する新規因子として
Kis1が単離され、それぞれ Mis19 あるいは Eic1と名付けられている。彼らの
解析によってもKis1/Mis19/Eic1がMis16-Mis18複合体と遺伝学的相互作用お
よび物理的相互作用があることが報告されている  (Hayashi et al., 2014; 
Subramanian et al., 2014)。 
 
 
Figure 11 Kis1は Mis16-Mis18複合体と遺伝学的相互作用を示す 
A. kis1-1変異体と mis16-GFP-kanあるいは mis18-GFP-kan遺伝子を持つ株を
掛け合わせた次世代の細胞の中に、温度感受性 (kis1-1)を示し、かつ G418耐性 
(mis16-GFP-kan あるいは mis18-GFP-kan)を示すものはなかった。黄矢頭はそ
れぞれの培養条件下で生育できなかったコロニー (kis1-1 遺伝子を保持)を示す。 
B. 野生型と比較して kis1 変異体では Mis18-GFPが局在する細胞の割合が減少
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した。野生型および kis1変異体に mis18-GFP遺伝子が組み込まれたプラスミド
を導入し、Mis18-GFP を発現させた。SD-leucine 培地で 25°C あるいは 36°C
で 6 時間培養した。グラフは Mis18-GFP の局在が消失した細胞の割合を示す。
n>100。スケールバー; 5 µm。 
C. mis16変異体および mis18変異体では Kis1-GFPが局在する細胞の割合が著
しく減少した。画像左下の%は Kis1-GFP が局在する細胞の割合を示す。25°C
あるいは 36°Cで 6時間培養した。n>100。スケールバー; 5 µm。 











に局在する。分裂期には最初に紡錘体微小管に局在し (Nabeshima et al., 1995; 
Nakaseko et al., 1996; Aoki et al., 2006)、その後、紡錘体微小管と動原体が結
合することで動原体にも局在する (Kakui et al., 2013)。そこで、紡錘体微小管
と動原体が結合しているかを判断するために Dis1-GFP の局在を観察した。そ
の結果、kis1変異体では野生型に比べて、全ての動原体に Dis1が局在する細胞
の割合が低下した (Fig. 12A)。一方、Dis1の足場タンパク質である Ndc80は野
生型と kis1変異体で同様の局在を示した (Fig. 12B)。以上のことから、kis1変
異体では紡錘体微小管と動原体の結合が不安定であることが示唆された。 
 さらに、kis1 変異体における紡錘体微小管と動原体の結合の有無を調べるた
め、紡錘体形成チェックポイント (Spindle Assembly Checkpoint, SAC)の因子
である Mad2 に着目した。Mad2 は紡錘体微小管が未結合な動原体に局在し、
SAC を活性化させることで染色体の不均等分配を防ぐ機構が存在する (Foley 
and Kapoor, 2013)。そこでMad2の局在を観察することで、動原体と紡錘体微
小管が結合しているか調査した。その結果、野生型では Mad2 が動原体に局在







その結果、半制限温度 32°Cにおいて kis1 mad2∆二重変異体は、kis1単独変異
体よりも細胞の生育が悪化した (Fig. 12D)。また、kis1変異体における分裂中
期 (Phase II)での停止が SACの活性化によるものかを調べるため、kis1 mad2∆
二重変異体における紡錘体の伸長の様子を観察したところ、中期 (phase II)か
ら後期 (Phase III)へと移行できない細胞の割合が kis1 単独変異体よりも低下
した (Fig. 7C, 12E)。すなわち kis1変異体では、紡錘体微小管と動原体の結合




Figure 12 Kis1は動原体と紡錘体微小管の結合を安定化する 














































































白矢頭は Dis1-GFP と共局在しない Cnp3-tdTomato シグナルを示す。右図は
Dis1-GFP が局在しない動原体を有する細胞の割合。動原体の位置は
Cnp3-tdTomatoにより判定した。n; 計測に用いた細胞数。スケールバー; 5 µm。
制限温度 36°で 6時間培養した。 
B. Ndc80の局在は野生型と kis1変異体で差異はなかった。Ndc80-GFP (緑)、動
原体マーカーとして Cnp3-tdTomato (赤)、SPB マーカーとして Sid4-CFP (青)
で示す。白矢頭は Ndc80-GFP と共局在する Cnp3-tdTomato を示す。右図は
Ndc80-GFP と Cnp3-tdTomatoが共局在する細胞の割合を示すグラフ。n; 計測
に用いた細胞数。スケールバー; 5 µm。制限温度 36°Cで 6時間培養後に観察を
行った。 
C. kis1変異体において Mad2の動原体局在が増加した。Mad2-GFP (緑)、動原
体マーカーとして Cnp3-tdTomato (赤)、SPBマーカーとして Sid4-CFP (青)で示
す。白矢頭はMad2-GFPと共局在するCnp3-tdTomatoを示す。右図はMad2-GFP
と Cnp3-tdTomatoが共局在する細胞の割合を示したグラフ。n; 計測に用いた細
胞数。スケールバー; 5 µm。制限温度 36°Cで 6時間培養した。 
D. 10倍毎に希釈した細胞懸濁液を 26.5°Cおよび 32°Cの YE5S培地にスポッ
トした。kis1-1 mad2∆二重変異体では、kis1-1 単独変異体よりも生育が悪化し
た。 
E. kis1-1 mad2∆二重変異体では kis1-1単独変異体に比べて後期 (Phase III)へと
移行する細胞の割合が増加した。分裂前期から後期まで SPB間距離を１分毎に
測定した。n; 計測に用いた細胞数。制限温度 36°Cで 6時間培養した。 
図は Hirai et al., 2014 (Figs. 9 and S9)から転載し、改変した。  
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3.8 CENP-ACnp1はコアセントロメアの構造維持に必要である 
 kis1 変異体では動原体形成の基点となる CENP-ACnp1 が脱局在した。
CENP-ACnp1 がセントロメアから消失すると動原体は新規に形成されないが、




















体でのセントロメア間の距離が kis1変異体で増加した (Fig. 13B)。 
 このようなセントロメア DNAの立体構造の変化は、ヌクレオソームを構成す
るヒストンの種類あるいはヒストンへの化学修飾が変化したためだと考えられ




観察を用いた実験により示唆されている (Görisch et al., 2005; Llères et al., 
2009)。これが原因で、kis1変異体ではセントロメア DNAの立体構造に異常が













Figure 13 CENP-ACnp1はコアセントロメアの構造維持に重要である 






ぞれの細胞で算出した。n.s; not significant (P>0.05)、studentの t検定 (両側検
定)。エラーバーは標準誤差 (S.E.M.)を示す。n; 測定した細胞数。 
C. 野生型および kis1 変異体におけるクロマチン免疫沈降 (ChIP)。コアセント





















































































































































は標準偏差 (S.D.)を示す (n=3回の PCR増幅結果)。 









 kis1 変異体では、紡錘体の中央部が脆弱になる表現型および CENP-IMis6 と








の局在が増加した  (Figs. 9 and 12)。このことから、CENP-IMis6 および
CENP-ACnp1 の局在が消失することによって動原体と微小管の結合が不安定に
なることが示唆された。 
 Kis1 と複合体を形成する Mis16 および Mis18 の変異体では、セントロメア
から CENP-ACnp1が脱局在し、代わりにアセチル化された H3 が蓄積すること
が報告されていた (Hayashi et al., 2004; Hirai et al., 2014; Hayashi et al., 










リン酸化することで紡錘体微小管と動原体の結合を解消する  (Kelly and 
Funabiki, 2009)。結合が正確である場合は、紡錘体微小管により動原体が引っ
張られることで Ndc80 などの因子は AuroraB からのリン酸化を逃れることが






常がみられない (Hoffmann et al., 2016)。このことから CENP-Aは、動原体因
子の足場となることは細胞の生育に必須であるものの、セントロメア DNAの立











セントロメアは約 80 ヌクレオソームから形成されるが、そのうち約 10%が
CENP-ACnp1ヌクレオソームである (Lando et al., 2012)。また、ニワトリのコ
アセントロメアは約 200 ヌクレオソームから形成され、そのうち約 15%が
CENP-Aヌクレオソームである (Fukagawa and Earnshaw, 2014)。これに対
して、ヒトのコアセントロメアは約 5000 ヌクレオソームのうち約 4%のみが
CENP-Aヌクレオソームである (Bodor et al., 2014)。このことからもヒトでは
セントロメア領域に含まれる CENP-A 量の比率が小さく、セントロメア DNA
の立体構造の形成に対する CENP-Aの寄与は少ないと予想される。それに対し
て、分裂酵母およびニワトリではセントロメアに含まれる CENP-A量の比率が
大きく、CENP-A はセントロメア DNA の立体構造の維持に大きく寄与すると
考えられる。 
 
4.2 Kis1は Schizosaccharomyces属でのみ保存性が高い 
 分裂酵母 S. pombe の Kis1 と配列類似性が高いタンパク質は、同属である
S. japonicus、S. cryophilus、S. octosporus内に見つかり、また、出芽酵母内で
も部分的に配列相同性が高いタンパク質が見つかった。一方で、線虫、ショウ
ジョウバエおよびヒトではKis1と相同性のあるアミノ酸配列は見つからなかっ
た (Fig. 6C)。分裂酵母 pombeでは Kis1はMis16およびMis18と複合体を形
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成し (Hirai et al., 2014; Hayashi et al., 2014; Subramanian et al., 2014)、
CENP-ACnp1 のシャペロンである HJURP の足場となる (Foltz et al., 2009; 
Dunleavy et al., 2009), (Fig. 14A)。一方で出芽酵母では HJURPのオーソログ
は存在するが、Mis16 および Mis18 のオーソログは発見されていない。また、
出芽酵母では分裂酵母やヒトには存在しない CBF3 複合体が CENP-ACse4の呼
び込みに寄与している  (Camahort et al., 2007), (Fig. 14B)。このような
CENP-Aを供給する因子の違いは、セントロメアに呼び込まれる CENP-A量や
範囲を制御するのかもしれない。分裂酵母ではコアセントロメア領域のサイズ







した機能をもつ CAL1が存在する (Furuyama et al., 2006)。CAL1は分裂前~
中期に局在し、CENP-ACIDを分裂期にリクルートする。CAL1は CENP-ACID
と CENP-Cの両方に結合することから、HJURPとMis18の両方の機能を担っ






Kis1のオーソログは発見されなかった (Dunleavy et al., 2009; Foltz et al., 
2009; Hayashi et al., 2004), (Fig. 14D)。ヒトにおいてMis18はMis18BP1、
Mis18αおよびMis18βの 3因子から形成される (Fujita et al., 2007)。この
Mis18複合体は RbAp46/48 (Mis16オーソログ)と結合するが、その結合は不安
定であるという知見がある (Fujita et al., 2007)。このことから、Kis1はMis16
とMis18の結合の安定性に寄与することが推測される。分裂酵母では G1期か
ら G2期にかけて CENP-ACnp1が供給され続けることから (Dunleavy et al., 
2007; Lando et al, 2012)、Mis16-Mis18は Kis1を介して安定的に結合する必
要があるのに対して、ヒトでは G1前期にのみ CENP-Aが供給されることから 
(Jansen et al., 2007)、Kis1を介さずにMis16-Mis18が不安定に結合すること
が重要なのかもしれない。 
 




B. 出芽酵母では HJURP のオーソログは存在するが、Mis18 複合体のオーソロ
グは存在せず、CBF3複合体によって CENP-ACse4が呼び込まれる。 
C. ショウジョウバエでは Mis16 のオーソログは存在するが、Mis18 および














ン (R100, R105, R108)がMis16との結合に必要であることが報告されている 








体に局在できなくなることが報告されている (Saitoh et al., 2005)。さらに、高
等生物においても Mis6 ホモログである CENP-I をノックダウンすると Mad2





ころ、一部の動原体に Mad2 が局在した (data not shown)。このことから
CENP-IMis6以外にもMad2の足場となる因子が存在すると考えられる。しかし
ながら、kis1変異体ではMad2が局在するにも関わらず、約 7割の細胞が分裂
後期へと進行したことから、SAC が完全に活性化するためには Mad2 が Mis6
を足場として局在することが必要であると推測される。 
 
4.5 CENP-IMis6の局在は CENP-ACnp1および CENP-TCnp20に依存する 
 kis1変異体において CENP-IMis6およびCENP-ACnp1の局在が消失した (Fig. 
11)。このとき CENP-IMis6の局在は Kis1に直接的に制御されるのか、それとも
別の因子によって制御されるのだろうか。これを調べるため、始めに cnp1変異
体における CENP-IMis6局在を 36°Cで 6時間培養後に観察したところ、約 50%
の細胞で CENP-IMis6 局在が消失した  (data not shown)。このことから、
CENP-IMis6は CENP-ACnp1を足場として局在すると考えられるが、その他の因
子も足場となることが示唆された。 
 高等生物では CENP-I の局在が CENP-N/Lあるいは CENP-Tのノックダウ
ンにより低下することが報告されている (Izuta et al., 2006)。このことから、
これらの因子が CENP-IMis6の足場となる可能性が考えられた。この可能性を検
証するため、CENP-Tのホモログである cnp20に変異を導入して温度感受性変
異体を作製し、CENP-IMis6の局在を 36°C で 6 時間培養後に観察したところ、
約 40%の細胞でCENP-IMis6局在が消失した (data not shown)。このことから、
CENP-TCnp20 も CENP-IMis6 の足場となる可能性が示唆された。そこで次に、
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CENP-ACnp1 および CENP-TCnp20 の両方の足場が消失することで CENP-IMis6
の局在が失われるかを調べる目的で、cnp1-1変異体内の cnp20に対して変異を
導入して二重変異体を作製した。この変異体において CENP-IMis6局在を 36°C
で 4時間培養後に観察した結果、約 90%の細胞で CENP-IMis6局在が消失したこ
とから、CENP-IMis6は CENP-ACnp1および CENP-TCnp20の両方に依存して局在
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